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エルと出芽酵母のヌクレオソームの立体構造も報告されており(Luger K et al 













Fig.1-1 Structure of nucleosome  
The eukaryotic genome is packed into chromatin, which is composed of nucleosome. 
Each nucleosome contains a histone octamer of four core histone (H2A, H2B, H3, H4). A 






Fig.1-2 Post-translational modifications of human nucleosomal histones. The 
modifications include acetylation (ac), methylation (me), phosphorylation 
(ph) and ubiquitination (ub1). Most of the known histone modifications 
occur on the N-terminal tails of histones, with some exceptions including 
ubiquitination of the C-terminal tails of H2A and H2B and acetylation 



















でヒストンコアの修飾である H3-K56 のアセチル化は、DNA 複製、修復に関わ
るヒストン翻訳後修飾として注目されている。ヒストンのアセチル化と逆の働
きをするヒストン脱アセチル化 (HDAC: histone deacetylase) も同定されてい
る。ヒトにおいては、HDAC1~10、SIRT1~7 などの HDAC 群が知られており、
アセチル化とは逆に転写抑制に寄与している。HDAC は出芽酵母の Rpd3、Hda1
と、SIRT1 は Sir2 と相同性を持っており、HAT と同様に大きな複合体を形成





H3 においては、4、9、27、36、79 番目のリジン残基、2、17、26 番目のアル












 一方、出芽酵母とヒトで共通に存在する H3-K4、K36 のメチル化はそれぞれ
Set1、Set2 が行い、転写の活性化に寄与している。また、メチル化のドメイン






 真核生物では、細胞周期特異的なヒストンの翻訳後修飾として、H3 の 10 番
目のセリン(H3-S10)のリン酸化が良く研究されている。H3-S10 のリン酸化は、
細胞分裂が起こる M 期に限定して起こる。この H3-S10 のリン酸化は、M 期の
中でも、染色体凝集に先駆けて起こることから、染色体凝集に重要な役割を果
たしているのではないかと考えられている。細胞内で M 期特異的に H3-S10 を
リン酸化するリン酸化酵素として、Aurora キナーゼファミリーが同定されてお
り、高等真核生物においては、Aurora A, B, C の 3 種類が存在する。また、H3-S10
のリン酸化には、ヒストン H3-K9 のアセチル化と深い関係があり、お互いに促
進的に制御し合っていることなどから、転写制御にも関わっていると考えられ
る。近年、H3-Y41 のリン酸化 (Dawson MA, 2009)、H3-T45 のリン酸化 (Paul 













 ヒストンも、H2A, H2B, H3 のそれぞれ C 末側でユビキチン化される。しか
し、この場合には必ずしもプロテアソーム系による分解に繋がらない。ヒスト
ンのユビキチン化の中でも、H2B のユビキチン化が良く研究されている。出芽




Figure. 1-3 Schematic representation of the molecular machinery required for proper 
histone H3 methylation on lysines 4 and 79. The Global Proteomic Screen (GPS)138 in 
yeast identified a role for the Rad6–Bre1 complex in monoubiquitination of histone H2B 
on lysine 123 . Through an unknown mechanism, histone H2B monoubiquitination 
signals for the activation of histone H3 methylation on Lys4 and Lys79 by COMPASS 
and Dot1, respectively. This mechanism is known as histone cross-talk. GPS also 
uncovered the role of other factors such as the Paf1 complex and the Bur complex in 




for the association of COMPASS and other histone methyltransferases with the 
elongating form of RNA polymerase II (Pol II). The monoubiquitinated histone H2B is 
deubiquitinated by enzymes such as Ubp8 and Ubp10. The enzymatic machinery 
involved in the histone crosstalkpathway is highly conserved from yeast to human 













(Strahl & Allis 2000)。しかし、これまでに多くのヒストンの翻訳後修飾に関す
る研究がなされてきたが、｢ヒストンテールの翻訳後修飾と生命現象を１対１で
対応させるヒストンコード仮説では説明できない結果｣も得られている。例えば、
出芽酵母のヒストン点変異ライブラリー (第六節 ) を用いた解析結果 
(Matsubara et al., 2007) からは、ヒストンの翻訳後修飾を受けるヒストンテー
ル残基の変異が、転写・複製・修復反応のいずれにもほとんど影響しないとい
うヒストンコード仮説に反する結果があり、その解釈としてヒストンの翻訳後











いる (Verdone L et al., 2005)。ヒストンのアセチル化レベルは、ヒストンアセ
チル化酵素(HAT)とヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)の活性のバランスによ
り制御されているが、いくつかの癌組織に置いて HAT の不活性化と HDAC の
異常な活性化によるヒストンの脱アセチル化が観察されている(Gayther SA et 
al., 2000)。特に、白血病における不適切な HDAC のプロモーター領域へのリ
クルートによるヒストンタンパクの脱アセチル化が癌の進行と関係しているこ








第四節 DNA を介する核内反応 








4-1 DNA 複製機構 
DNA 複製開始の制御は細胞増殖の制御に直結するため厳密なものである必
要がある。出芽酵母においては、自律複製配列  (Autonomously Replicating 
Sequence: ARS) と呼ばれる DNA 複製の開始領域として機能する DNA 領域が
存在する。この領域に、複製開始点認識複合体 (Origin Recognition Complex: 
ORC) が結合する。次に、複製開始領域に結合した ORC を目印として、Cdc6、
Cdt1 が ARS に結合し、DNA へリカーゼ活性を有する Mcm2~7 複合体を 
ARS へと導く(ライセンシング：複製の許可と呼ばれる素過程）。この状態を、
複製前複合体(ore-Replication Complex : pre-RC)と呼ぶ。 
さらに  pre-RC に Cdc45 や  GINS がリクルートされ  CMG 複合体
(Cdc45-Mcm-GINS)が形成され、活性化した CMG 複合体が DNA 複製開始領域
の二本鎖 DNA の巻き戻し、それに伴う一本鎖 DNA の露出と一本鎖 DNA 結合
タンパク質 RPA のリクルートに繋がる。また、同時に DNA ポリメラーゼα、












 転写開始反応は、遺伝子の上流 30bp 付近に存在する TATA ボックスに TFⅡ
D が結合し、引き続き TFⅡF と共に RNA ポリメラーゼⅡが取り込まれ、最小
の転写複合体が完成する。第二のステップとして、複合体の活性化のために TF
ⅡE、TFⅡH が結合するが、この時 TFⅡH のもつ酵素活性 (ATPase、DNA ヘ
リカーゼ、プロテインキナーゼ) により複合体が活性化し、さらに RNA ポリメ





で進行すると RNA ポリメラーゼⅡは鋳型 DNA から遊離し、合成された RNA
が RNA ポリメラーゼⅡおよび DNA から遊離する。その後、RNA の 3´末端が




4-3 二本鎖 DNA の切断の修復 
 DNA が二本鎖 DNA 切断(DSB; Double strand break)を受けると、その修復
にはおもに二つの経路；非相同末端結合（NHEJ; non-homologous end-joining）
と相同組換え (HR; homologous recombination) が作動する。 
 相同組換えは、homologous recombination (HR), single strand annealing  
(SSA) などの機構に依存している (Albert Pastink et al., 2001)。HR では、数百






ので、修復後に DNA の欠失を伴う(Fig1-7C)。NHEJ では切断末端の両方
向に存在する相同配列でのアニーリングを手掛かりに直接結合するため
に、SSA と同様に DNA の欠失を伴う修復がなされる場合が多い(Fig1-7B)。 




Fig.1-4 Schematic representation of mechanisms involved in repair of double-strand 
breaks in eukaryotes. (a) The first step in homologous recombination is the formation of 
3´single-strand ends. One of the 3´-ends invades a homologous undamaged donor 
sequence, displacing a D-loop. Repair synthesis results in restoration of the original 
sequence of the damaged DNA. Resolution of these intermediate structures results in 
the formation of crossover and/or non-crossover (gene conversion) products (not shown). 
(b) Non-homologous end joining is based on religation of the two ends and frequently 
involves the deletion and/or insertion of nucleotides. (c) In the single-strand annealing 
pathway, exposure of regions of homology during resection of the 5_-ends allows 
formation of joint molecules. Repair of the DSB is completed by removal of 
non-homologous ends and ligation. As a consequence a deletion is introduced in the 





第五節 モデル生物としての出芽酵母 (Saccharomyces Cerevisiae) 
 本研究では実験材料として出芽酵母を選択した。出芽酵母 (Saccharomyces 




























(Matsubara et al. 2007,  Sakamoto et al. 2009)。 
本研究では、上記のライブラリーを利用し、「ヒストン H3-K56Ac による DNA
相同組換え反応の制御（第二章）」および「ヌクレオソームエントリーサイトに





第二章 ヒストン H3-K56Ac による相同組換え制御機構 
 
第一節 HU, MMS 感受性ヒストン点変異株 
DNA とヒストンがちょうど巻き付き始める位置にあるヌクレオソームエン
トリーサイトに、 DNA 傷害剤メチルメタンスルフォネート (methyl 
methansulfonate; MMS)、DNA 合成阻害剤ヒドロキシ尿素 (hydroxyurea; HU)
に対して感受性の高いヒストン点変異株が集中している (Matsubara et al., 2007)。











感受性を示す残基)のうち、ヒストン H3 の 41 番目のチロシンのリン酸化 
(Dawson MA et al., 2009) とヒストン H3 の 56 番目のリジンのアセチル化 






Fig. 2-1 The locations of Y41 and K56 residues on histone H3. 
 
相同組換えを測定する実験系として、Hartwell 博士らの作製した姉妹染色分
体間の相同組換え(sister chromatid recombantion : SCR)の検出系 (Kadyk et 
al., 1992) を用いた。以下にこの検出系の概略を示す。 
 
Fig.2-2 Schematic representation of the unequal sister chromatid 
recombination (uSCR) assay. Following replication, unequal recombination 
involving sister chromatids can generate the ADE3 gene. Since an ADE3 
gene mutation creates auxotrophy for both adenine and histidine, ADE3 
recombinants were selected as red His+ colonies of the ade2 strain (Paulovich 




SCR を測定するにあたり、ゲノム DNA の三番染色体の LEU2 と HIS4 の間
に 305bp 分が重複した ADE3 の 5´欠損と 3´欠損断片が URA3 によって分離
された断片を挿入した。ただし、SCR::URA3 をもつ株の本来の ADE3 部位は
重複している 305bp 分すべてが欠損している ade3-130 変異になっている。こ
れにより本来の ADE3 部位との相同組換えで正常な ADE3 が形成されることは
あり得ない。また、また、ADE3 組換え体は姉妹染色分体間同士の非等価な相









頻度はやや亢進し、逆に H3-K56A 変異株では、それが低下した (Fig 2-3A)。
H3-K56A 株では予想通り H3-K56 のアセチル化は起こっていなかった
(Fig2-3B)。K56 がアセチル化されたヒストン H3 が、DNA 複製後の娘鎖に選
択的に取り込まれることが報告されている (Masumoto et al., 2005)。そこで、
ヒストン H3-K56 のアセチル化酵素である Rtt109 (Schneider, J. et al., 2006) の
SCR への関与を調べたところ、やはり野生型と比較して有意に SCR 頻度の低下
が観察された (Fig2-3C)。 
当研究室では、sgs1 欠損時に SCR 頻度が野生型に比べ顕著に上昇することを




異、RTT109 の変異株によって低下 (Fig2-3D) したことも考慮し、ヒストン
H3-K56 のアセチル化によって、相同組換えが促進されると考えた。 
 
Fig.2-3 Involvement of H3-K56-Ac in post-replicative recombination. (A) 
Reduced uSCR in H3-K56A but not in H3-Y41A cells. All recombination 
rates are shown as the mean and corresponding confidence intervals (> 95%). 
CFU: Colony Forming Unit. (B) H3-K56-Ac status in H3-K56A and -Y41A 
cells. (C) Hyper-uSCR in sgs1 cells depends on H3-K56-Ac. (D) The histone 





第三節 H3-K56 のアセチル化を制御するヒストンシャペロン Asf1/CIA1 の 
SCR への関与 
 ヒストン H3-K56 のアセチル化は、そのアセチル化酵素である Rtt109 以外に
も、ヒストンシャペロン Asf1/CIA1 が必要とされる (Tsubota, T., et al., 2007)。
そこで次に、Asf1/CIA1 が SCR に関与している可能性が考えられた。Asf1/CIA1
の機能解析を行うにあたり、Asf1 とヒストン H3 の結合に重要な役割を果たす
Asf1/CIA1 の 94 番目のバリン (V94) (Fig2-4A) を、アラニン(ヒストン H3 との
結合をあまり阻害しない変異)もしくはアルギニン(ヒストン H3 との結合を阻害
する変異)に置換した、精製タンパク質、および出芽酵母株を作製した。 
精製した Asf1/CIA1 タンパク質を用いて、ヒストン H3 との結合を解析したと
ころ、Asf1/CIA1-V94A はヒストン H3 との結合が野生型よりもやや尐ないもの





細胞において H3-K56Ac を観察したところ、Asf1/CIA1-V94A 変異株では野生型






Fig.2-4 Biochemical activity of recombinant Asf1/CIA1 (a) Location of the 
Asf1/Cia1-V94 residue. (b) Histone-binding abilities of GST-Asf1/Cia1-V94A 
and -V94R proteins. (c) Histone chaperone activities of GST-Asf1/Cia1-V94A 
and -V94R proteins. S: supercoiled DNA, R: relaxed DNA. (d) H3-K56-Ac 
status of asf1/cia1-V94A and -V94R cells.  
 
次に、これらの変異株における SCR 頻度を測定すると、Asf1/CIA1-V94A 変異
株は野生型と同程度であったのに対し、Asf1/CIA1-V94R 変異株では野生型と比
較して、その組換え頻度が有意に減尐していた (Fig2-5 A&B)。その傾向は高い 





Fig.2-5 Hyper-uSCR in sgs1 cells depends on fuctional Asf1/Cia1. (A, B) 
uSCR in asf1/cia1-V94A and -V94R cells in the presence (A) or absence (B) of 
Sgs1. 
 
以上の結果から、SCR の誘導にはヒストン H3-K56 のアセチル化が必要であ
り、ヒストンシャペロン Asf1/CIA1 のヒストン H3 との結合及びヒストンシャペ
ロン活性が H3-K56 アセチル化に必要であるため、その結果  SCR 反応に 
Asf1/CIA1 が要求されることがわかった。 
 
第四節 ヒストンシャペロン CAF-1 による SCR の制御 
 ヒストンシャペロン CAF-1 は、DNA 複製時の娘鎖に新生ヒストン H3-H4 を
取り込ませ、ヌクレオソームの形成を促す役割を果たす。CAF-1 は H3-K56Ac
を含むヒストン H3-H4 をより効率よくヌクレオソーム中に取り込むため (Li, 








を予想した。ところが、cac1 破壊株では、SCR の上昇が観察された (Fig2-6A)。
また、この SCR の上昇は、H3-K56A 点変異により抑制された。ちなみに、cac1
破壊株では asf1 破壊株とは異なり、野生型と同様に H3-K56Ac が起こっていた 
(Fig2-6B)。 
 
Fig.2-6 Increase of H3-K56-Ac dependent recombination in  CAF-1 defective 
cells. (a) Increased uSCR in cac1 cells relies on H3-K56-Ac. (b) Status of 
H3-K56-Ac in the histone chaperone mutants. 
 
以上の結果から、複製時に働くヒストンシャペロン CAF-1 は、H3-K56Ac に
依存した過剰な SCR を抑制する機能を有することが示唆された。 
 
第五節 考察 










るという報告がなされた (Duro  et al., 2008)。 





と想定される（Ui et al. 2007）。 
 では本研究の成果はヒト細胞に適用可能であろうか。 H3-K56Ac のアセチル
化酵素の立体構造解析から、ヒト CBP/p300 の構造が H3-K56 のアセチル化を行
なっている可能性が指摘された (Yong et al., 2009)。その後すぐに、CBP/p300
はヒト H3-K56 のアセチル化を実際に行なっており、特に癌細胞において過剰





8-2 ヒストンシャペロン CAF-1 による相同組換えの制御 
 CAF-1 の欠損が、 ｢H3-K56Ac を含むヒストンが娘鎖上で尐なくなること｣








性がある。この仮説が正しければ cac1 株の高い SCR 頻度は H3-K56Ac を要
求しないと想定される。しかしながら、この SCR は H3-K56Ac に依存してい
た。このことは、たとえ CAF-1 の欠損で H3-K56Ac の娘鎖への導入が遅れて




鎖がより DNA 傷害に感受性になっているのかもしれない。つまり、CAF-1 欠
損により複製フォーク通過後の娘鎖上に SCR の基質が増加したとも考えられ
る。いずれの仮説も、現時点で実験的に立証するのは難しい。 
H3-Y41A 変異株においてやや亢進した SCR 頻度は、CAF-1 の機能と結びつけ
て考えると興味深い。H3-Y41 の位置するヌクレオソームエントリーサイトは、
DNA とヒストンの相互作用変化において重要な役割を担っている。当研究室の
尾形により、H3-Y41A 変異の表現型の一部が cac1 変異により抑制されることが
示されている(ヒストンH3突然点変異株を用いたヒストンH3の機能ドメインの
解析、尾形修士論文)。このことは、H3-Y41A を含むヒストン H3-H4 が野生型
ヒストン H3-H4 に比べ、CAF-1 によるヌクレオソーム形成の基質として異なる
挙動を与える可能性を示唆する。あるいは、H3-Y41 はヌクレオソーム構造を保
つために重要な働きをしており、その変異により構造が緩み、 SCR の反応が起
こりやすくなったとも考えられる。さらに、H3-Y41 を介して SCR を抑制する
クロマチン制御因子に起因するのかもしれない。以上より、H3-Y41A 株の SCR
亢進の機構をさらに追求することは重要と考えている。 
それに加え、H3-Y41A や H3-K56A 以外の HU や MMS 感受性を示す全てのヒ







8-3 ヒストン H3-K56 アセチル化依存 SCR の下流経路 
 当研究室の小野田や宇井により、本研究で用いた SCR に関わる組換え因子の
同定がなされ、組換え酵素 Rad52, Rad59、Mms1/Mms22/Rtt101 ユビキチンリガ
ーゼ複合体のうち Mms1 が SCR に要求されることが示されている(DNA 修復、
DNA 組換えにおける出芽酵母 Sgs1p の機能, 小野田博士論文、出芽酵母 Sgs1 と
Top3 の DNA 組換えにおける機能の解析, 宇井博士論文)。私の卒業論文(出芽酵
母における DNA 複製に共役した相同組換えの解析, 遠藤卒論)では、さらに
Mms22 および Rtt101 が sgs1 株で亢進した SCR の反応に必要であることを示
した。以上の既知の知見と本研究の成果を統合し、複製フォークの通過後に起
る SCR のクロマチンレベルでの制御機構のモデルを提示する。 
 
Fig.2-7 Possible components in the H3-K56-Ac dependent post-replicative 
recombination  A recombination mediated by histone modifier and histone 
chaperone. Defects of CAF-1 or Sgs1 might increase the number of DNA lesions on 
replicated strands. Histones H3-H4, in which H3-K56 is acetylated by Rtt109 and 
Asf1/Cia1, could be deposited on chromatin by CAF-1 (39). The 
Rtt101-Mms1-Mms22 complex might activate Rad52/Rad59-dependent uSCR (17) 




 Asf1 と Rtt109 は新生ヒストン H3-H4 の H3 の K56 をアセチル化し、それは 
CAF-1 を介して複製フォークの娘鎖上にヌクレオソームとして取り込まれる。












第三章 ヌクレオソームエントリーサイトによる H3-K36me3 の制御機構 
 
第一節 ヒストン H3-K36 のメチル化 
ヒストンの翻訳後修飾には、アセチル化、リン酸化、メチル化、ユビキチン
化などがある (Kouzarides et al., 2007；第一章、第二節)。その中で、ヒストン
のリジンのメチル化は、転写の活性化に関連しているものと、逆に抑制化に関
連しているものに大別できる。例えば、転写の活性化している領域に見られる









関わる H3-K4 のメチル化」と「転写伸長の制御に関わる H3-K36 のメチル化」
は特に良く研究されている。実際、H3-K4me3 はプロモーター領域に、
H3-K4me2 は転写開始部位のすぐ下流に、H3-K4me1 は転写部位の広範に見ら
れる (Li et. al, 2007)。一方、H3-K36me は転写が活性化しているコーディング
領域に見られる (Kizer et al., 2005)。 
H3-K36 には、mono、di、tri の三つのメチル化状態が存在するが、その機能
の違いについてはよくわかっていない。H3-K36 のメチル化を認識して結合する




体を形成しており、Eaf3 が H3-K36me を認識してヒストンに結合するとその周
辺のヒストンが脱アセチル化され、クロマチンが緩んだ状態から固い状態とな
り、結果としてコーディング領域からの転写開始反応を抑制する (Carrozza et 
al., 2005 Li et al., 2007)。転写伸長反応の中心的な役割を持つ RNA ポリメラー
ゼⅡの最も大きなサブユニット(Rpb1)の C 末には、セリンを含んだ繰り返し配
列(C-terminal domain:CTD)がある。CTD の 2 番目と 5 番目のセリンがリン酸
化されると、H3-K36me のメチル化酵素である Set2 がそのリン酸化を認識する。
その結果として、RNAポリメラーゼ II の転写伸長反応に共役してH3-K36me2, 
3 が起こる。一方、H3-K36me1 も Set2 によって触媒されるが、このモノメチ
ル化は RNA ポリメラーゼ II の伸長には依存しない。 
ジメチルとトリメチルの機能の相違として、H3-K36me2 は転写の ON/OFF
に関わらず、タンパク質をコードする領域に存在するのに対し、H3-K36me3 は
転写が活性化された部位に存在する (Pokholok DK et al., 2005, Rao et al., 
2005)。Set2 や RNA ポリメラーゼⅡのリン酸化酵素もこの転写活性化したコー
ディング領域に存在することから、これらの因子が転写伸長反応に重要な役割
を担うと考えられる (Kizer, et al., 2005, Krogan et al.,2003; Li et al., 2002; 
Schaft et al., 2003; Xiao et al., 2003)。H3-K36 のメチル化は酵母からヒトまで
保存されており、つい最近 H3-K36me3 を触媒する Set2 のヒトホモログの一つ
として Whsc1(Wolf–Hirschhorn syndrome candidate 1) が同定された











なった (Matubara et al., 2007, Sakamoto et al., 2009)。このライブリーを用いる最大
の利点は、ある反応に重要となる分子表面、もしくは分子内の相互作用を三次
元構造中にマッピングできることである。実際に、転写開始反応、伸長反応、





Fig3-1 Maps of the identified residues in the tertiary structures of core histones. They 
are corresponding to ones for Spt phenotypic (red), 6AU- (green), HU- (yellow), MMS- 




た (Shima et al., 2008)。その結果、H3-K4me2, 3 に必要な分子表面はアシディッ







Fig3-2 The locations of residues required for normal levels of H3K4 methylation were 
mapped onto a nucleosome of the crystal structure. (Shima Nakanishi. et al. 2008 を引
用) 
  
 H3-K36me2, 3 については、ヌクレオソームエントリーサイトに属する H4-K44
がそれらのメチル化に重要な残基であることが示されている。具体的には、 
H4-K44 のグルタミン、グルタミン酸置換体 (H4-K44E, Q) では、H3-K36me2, 3






面)に H3-K36me3 の制御に関わる新たな機能残基がある可能性を追求した 
(Fig3-3A, B)。ヒストンの点変異ライブラリー (ヌクレオソームエントリーサイ





ニングを行った (Fig3-3C, D, E)。その結果、H2A-G107A, -I112A, -L117A、
H3-T45A, -R49A, -R52A の変異株で H3-K36me3 の減弱が観察された (Fig3-3 
C, D)。 
また、スクリーニングの際に H3-K4me3 の抗体を用いた実験も併用した。そ
の結果、H2A-K123A、H3-L60A, -I62A, -R66A で減弱していた (Fig3-3D)。前
述したヒストン点変異ライブラリーを用いた H3-K4me の網羅的解析 (Nakanishi 




まずはじめに、H3-K36me3 の減弱した H2A-G107A, -I112A, -L117A、










ストン(H3-H4)2 四量体に分かれる。ここで、近接した H2A と H3 の両方が 





が行なわれると考えられる。また、前述の H4-K44 (H3-K36me2, 3 の制御に必
要と報告されている)も今回明らかにした箇所に非常に近接している。興味深い
ことに、H4-K44 のアラニン置換変異体では  H3-K36me2, 3 は起こるが 
(Fig3-3E)、側鎖の大きなグルタミン、グルタミン酸の変異体にすると
H3-K36me2, 3 が消失する。従って、H4-K44E あるいは Q 変異がヌクレオソ
ームの分子表面に立体的な影響を与え、その結果として H3-K36 のメチル化が
阻害された可能性もある。 
 以上より、ヌクレオソームのエントリーサイトに属する H2A-G107, -I112, 






Fig 3-3 Nucleosome entrysite is required for H3-K36me3 
(A, B) Location of nucleosome entrysite. (C~E) Histone modification analysis 
of nucleosome entrysite mutants. Yeast cell extracts from the GLibrary 
(Histone point mutant library) were subjected to SDS-PAGE and western 
blot analysis and tested for the presence of H3-K4me3 and K36me3. (F) 
H3-K36me2 status of histone point mutants. (G) Mapping of Histone H2A, 
H3 residues which are required for H3-K36me3.  




 次に、ヌクレオソームエントリーサイトがどのように H3-K36me3 を制御し
ているのか明らかにしようと考えた。可能性として最も高いのは、｢ヌクレオソ
ームエントリーサイトの変異により、メチル化酵素 Set2 がクロマチンに結合し
にくくなり、結果として H3-K36me3 が減弱した｣という仮説である。 




下していた。ちなみに、H3-K36me3 が存在し得ない H3-K36A 変異株では
H3-K36me3 はほとんどクロマチン上に存在しなかった (Fig3-4B, C)。 
 
 
Fig3-4 H3-K36me3 on chromatin is mediated by nucleosome entrysite 
residues. 
(A) Location of primer pairs for region of YEF3 using for chromatin 
immunoprecipitation. (B,C) Relative occupancy of H3-K36me3 in the H3 and 
H2A mutants.  The amount of isolated DNA was quantified by real time 
PCR. ChIP assay was carried out more than twice individual experiment.  
 




遺伝子における Set2 の結合量を観察した。その結果、H3-K36me3 が減弱した
ヒストン点変異株のうち H2A-G107A, -I112A, -L117AH、H3-T45A, -R49A, 
-R52A において、野生株と比較して Set2 のクロマチンへの結合量が減尐してい
た (Fig3-5A, B)。 
 
Fig3-5 Set2 chromatin binding is mediated by nucleosome entrysite residues. 
(A, B) Relative occupancy of Set2-13Myc in the H3 and H2A mutants. The 
amount of isolated DNA was quantified by real time PCR. ChIP assay was 





例えば、Set2 は RNA ポリメラーゼⅡのリン酸化された CTD を介して転写伸
長領域にリクルートされる (Du et al., 2003, Xiao et al, 2003)。従って、CTD
のリン酸化酵素 Ctk1 が今回同定したエントリーサイトに相互作用し CTD のリ





い。事実、 ctk1 破壊株では H3-K36m2, 3 が消失するため、Ctk1 のクロマチン
結合量および CTD のリン酸化量がエントリーサイトの変異株で低下するか否
か今後調べる必要がある。しかし、クロマチン上の RNA ポリメラーゼ II 自身
の量が、野生株とヒストン変異株において同じ場合に限り、上記の Ctk1 の解析
は意味をなす。そこで、まず クロマチン上の RNA ポリメラーゼ II 量をクロマ
チン免疫沈降法で調べることにした。 
RNA ポリメラーゼⅡは 10 を超えるサブユニット群から構成される複合体で
ある。そこで RNA ポリメラーゼ II のサブユニット Rpb3 に対して Myc-Tag を
付与し、クロマチン免疫沈降を行った。なお、H3-K36me3 の減弱したヒストン
H3 の点変異株のうち、Set2 のクロマチン結合が減尐していた H3-T45A, -R52A
変異株と H2A 変異株のうち H2A-I112A を選択し実験を行った。その結果、恒
常的に発現している遺伝子である YEF3, PMA1 遺伝子上において、H3-T45A、
-R52A、H2A-I112A 変化株で野生型と比較して、Rpb3 のクロマチンへの結合
量が減尐していた (Fig3-6A, B)。一方、H3-K36A 変異株では、報告通りに野生
株よりも Rpb3 の結合量が多くなっていた(Kizer KO, 2005) (Fig3-6A)。 
 以上の結果から、ヌクレオソームエントリーサイトの H2A-G107, -I112, 






Fig 3-6 RNA polymeraseⅡbinds to chromatin through nucleosome entrysite. 
(A) Location of primer pairs for region of YEF3 used for chromatin 
immunoprecipitation. (B, C) Relative occupancy of Rpb3-13Myc in the H3 (B) 
and H2A (C) mutants at YEF3 gene. The amount of isolated DNA was 
quantified by real time PCR. ChIP assay was carried out more than twice 
individual experiment. (D) Location of primer pairs for region of PMA1 used 
for chromatin immunoprecipitation. (E, F) Relative occupancy of 







第四節 RNA ポリメラーゼⅡとクロマチンの相互作用条件 
 前節の結果は、ヒストンの変異により RNA ポリメラーゼⅡとクロマチンとの





おいて H3-T45 が PKC によりリン酸化されることが知られており(Gout et al., 
2009)、H3-T45 の翻訳後修飾が H3-K36 のメチル化を制御する可能性もある。





Fig3-6 Bur1 kinase regulates H3-K36me3. (A) Cells cultured in raffinose 
medium carrying  GAL-3HA-PKC1 or BUR1 or KIN28 or ESS1 were 
collected and grew in glucose (pGAL-OFF) or glactose (pGAL-ON) medium. 
Status of H3-K36me3 in the cells cultured under each condition was detected 





はヒト細胞で H3-T45 のリン酸化を担う PKCδの酵母ホモログである。前述し
た Ctk1 は RNA polymerase の CTD ドメインをリン酸化するが、同様に Bur1 
リン酸化酵素(Bur1/Bur2 複合体)も CTD の２番目のセリンを標的としている。
実際に、bur2 破壊株や bur1 変異株で H3-K36me2, 3 の消失が報告されている。
Kin28 は TFⅡH のサブユニットの一つであり、RNA ポリメラーゼⅡのリン酸
化を行う。また、リン酸化酵素ではないが、RNA ポリメラーゼⅡの脱リン酸化
を促進する Ess1 も調べた。 
上記の遺伝子破壊株は致死性を示すため、GAL promotor によりその遺伝子
の転写を制御できる条件破壊株を作製した。pGAL-OFF (glusose 培養条件下)
では、それぞれの遺伝子の転写は遮断される。逆に pGAL-ON (galactose 培養
条件下)では、過剰な転写が行われる。なお、raffinose 培養条件下では、
GAL-promotor による転写は弱く抑えられており、細胞は glucose や galactose
添加による転写抑制や転写誘導を受けやすい状態となっている。 
作製した株の raffinose、glucose (pGal-OFF)、glactose (pGal-ON) 培地にお









5-1  ヌクレオソームエントリーサイトを介した H3-K36me3 の制御モデル 
ヌクレオソームエントリーサイト中の集中したヌクレオソームの分子表面 
(H2A-G107、I112、 L117、H3-T45、R49、R52) の変異により、H3-K36me3
が減弱した。これらのヒストン点変異株では、その修飾酵素 Set2 や RNA ポリ
メラーゼⅡのクロマチンへの結合量が低下していた。 
H3-K36me2 と H3-K36me3 の間に、異なる制御の存在が示唆される。例えば、
RNA ポリメラーゼⅡの CTD のリン酸化酵素である ctk1 破壊株では
H3-K36me2, 3 ともに消失するが、Set2 の過剰発現により H3-K36me2 のみ回
復する (Youdell ML et al., 2008)。また、ゲノムワイドな H3-K36me の解析結
果から、H3-K36me2 は転写の ON/OFF に関係なく存在する(おそらく転写が起
った履歴に該当)が、H3-K36me3 は転写の活性状態(現在進行形の転写伸長に該
当)に応じて多くみられるなどのジメチリルとトリメチルの相違が明らかとなっ
ている (Pokholok DK et al., 2005, Rao et al., 2005)。 
本研究で発見したエントリーサイトの表面 (H2A-G107、I112、 L117、
H3-T45、R49、R52) の変異では RNA ポリメラーゼ II のクロマチン結合量が
低下するため、Set2 を介した H3-K36-me2, 3 の両方の低下を予想させる。と
ころが、このエントリーサイトの表面の変異で H3-K36me3 は減弱したが、
H3-K36me2 は検出された。これは、H3-K36me2 は RNA ポリメラーゼ II と 








リメラーゼ II のリン酸化された CTD に結合する Set2 を介してヒストン H3 の
テールに存在する H3-K36 のトリメチル化を制御するモデルを提唱したい(Fig 
3-6)。 
 このモデルが正しければ、転写伸長の際に RNA ポリメラーゼ II がヌクレオ
ソームエントリーサイトに侵入するが、ヌクレオソームの解体(主にヒストン
H2A-H2B を外す)前に Set2 を介して H3-K36me3 を行なう。あるいは、RNA
ポリメラーゼ II が通過後に再構成されたヌクレオソームエントリーサイトに
Set2 が結合し、H3-K36me3 を触媒する可能性が考えられる。いずれが正しい
にせよ、RNA ポリメラーゼ II のヌクレオソームエントリーサイトへの結合は、
RNA ポリメラーゼ II が DNA 上を移動しなければ起こりえない。つまり、本研
究で発見した RNA ポリメラーゼ II とエントリーサイトの結合は転写伸長が今
まさに起っていることを分子レベルで保証するシステムとも考えられる。 
 






5-2 H2A-G107, -I112, -L117、H3-T45, -R49, -R52 残基の特質 
 H3-K36me3 の減弱したヒストン点変異体 H2A-G107A, -I112A, -L117A、
H3-T45A, -R49A, -R52A の遺伝学的な解析結果 (Fig 3-7; Matubara et al., 2007)
から、これらのヒストン分子表面の核内反応における機能を整理する。  
 H3-K36me3 の消失するヒストン点変異株のうち、転写伸長の異常の指標であ
る 6-AU に感受性を示すのは、唯一 H2A-I112A 変異株だけであり (Fig3-7 で緑
で図示)、また H3-K36A 変異株自体も 6-AU に感受性を示さないという矛盾が





Fig 3-7 Genetical analysis of histone point mutants in which H3-K36me3 is 
reduced. (Matubara et al., 2007 を引用) (A) Summary of results from four 
genetic screens using the histone-GLibrary (Matsubara et al., 2007). Each 
circles show Spt phenotype or 6-AU or HU or MMS sensitive histone point 
mutants in which H3-K36me3 was reduced. (B) The location of histone 
residues which show Spt phenotype or 6AU sensitivity. (C~D) Result of four 
genetic screens of the histone point mutants (C: Spt phenotype, D: 6AU, 
E:HU, F: MMS)  
 
H2A-G107A, H3-R49A, -R52A 変異株は転写伸長ではなく、転写開始反応の




一方、興味深いことに、H2A-G107A, -I112A, -L117A、H3-T45A, -R49A, 
-R52A 変異株は全て、DNA 合成の異常の指標である HU 感受性、および DNA 
修復の異常の指標 MMS 感受性を示した。転写伸長因子である RNA ポリメラ
ーゼ II のクロマチン結合に「これらの残基から形成される表面」が寄与する可
能性を考慮すると、DNA 複製因子、DNA 修復因子が DNA 上を移動しエント
リーサイトに侵入しクロマチンへと結合する際に、それらの因子に相互作用部
位を提供するのが「これらの残基から形成される表面」である可能性も考えら
れる。ちなみに、DNA 複製フォークを推進する Mcm2~7 へリカーゼ複合体の 
Mcm2 サブユニットが試験管内でヒストン H3 のエントリーサイト領域に結合
することが報告されている(Yukio Ishimi et al., 1998)。従って、複製フォーク







られている。しかし、RNA ポリメラーゼ II が「H2A-G107, -I112, -L117、H3-T45, 
-R49, -R52 から形成される表面」に直接的に相互作用することが、クロマチン
からの RNA ポリメラーゼ II の脱落防止に寄与するとすれば、RNA ポリメラ


















1 H3-K56Ac による相同組換え制御機構 
 本研究(第二章)により複数のヒストンシャペロン (Asf1/Cia1, CAF-1)や、修飾
酵素 (Rtt109, Mms1/Mms22/Rtt101 複合体)が連携して姉妹染色分体間の組換
えを制御していることを明らかにし、Asf1 と Rtt109 に依存した H3-K56 のア
セチル化が姉妹染色分体間の相同組換えの開始の引き金になる可能性を初めて
示した。またヒストンシャペロン CAF-1 の欠損が複製フォークの通過後に組換
えの基質となる DNA 傷害を残すという予想外の可能性を示唆した。 
 今後の課題として、H3-K56 のアセチル化を認識するタンパク質は何か、その
タンパク質が相同組換えの下流因子として同定されている Mms1 










2 ヌクレオソームエントリーサイトを介した H3-K36me3 の制御 
 本研究 (第三章 )では、ヌクレオソームエントリーサイトの特定の領域




1) H3-K36me2 と H3-K36me3 の制御の相違の解明；本研究および既報の研究









かになり、「ヒストンコード仮説 (Strahl & Allis 2000)」や「化学修飾のネッ
トワーク仮説(Hayashi et al., 2009)」に新たな視点が与えられるものと考えら
れる。 
 




















リーサイトの変異により、RNA ポリメラーゼ II のクロマチンへの結合能が















































 構築したプラスミドの塩基配列を確認するため、Applied Biosystems の ABI 
PRISM 310 Genetic Analyzer を用いて行った。 
 テンプレート 50ng にシークエンス用プライマー2.0pml、DNA Sequencing 
Kit Premix (Applied Biosystems) 4ul を加え、滅菌精製水で全量を 10ul として
PCR を行った。反応終了後、エタノール沈澱で回収した DNA を Template 




 変 異 を 入 れ る 際 に は 、 Quik ChangeTM Site-Directed Mutagenesis 
(STRATAGENE)を用いた。その際、以下に示した Primer を用いた。 
 
ASF1 
ASF1-V94R-Fw: 5´-ttg gtt agt gtg act cgt att cta tta agt tgt-3´ 
ASF1-V94R-Rv: 5´-aca act taa tag aat acg agt cac act aac caa-3´ 
HHT1 
HHT1-T45S-Fw: 5´-aga tat aag cca ggt tct gtt gct ttg aga gaa-3´ 
HHT1-T45S-Rw: 5´-ttc tct caa agc aac aga acc tgg ctt ata tct-3´ 
HHT1-T45D-Fw: 5´-aga tat aag cca ggt gat gtt gct ttg aga gaa-3´ 
HHT1-T45D-Rw: 5´-ttc tct caa agc aac atc acc tgg ctt ata tct-3´ 
HHT1-T45E-Fw: 5´-aga tat aag cca ggt gaa gtt gct ttg aga gaa-3´ 
HHT1-T45E-Rw: 5´-ttc tct caa agc aac ttc acc tgg ctt ata tct-3´ 
HHF1 
HHF-K44E-Fw: 5´-aga aga ggt ggt gtc gaa cgt att tct ggt ttg-3´ 
HHF-K44E -Rw: 5´-caa acc aga aat acg ttc gac acc acc tct tct-3´ 
HHF-K44Q -Fw: 5´-aga aga ggt ggt gtc cag cgt att tct ggt ttg-3´ 









3-1 YPAD 培地 





3-2 SC 培地(完全合成培地) 
 Yeast nitrogen base without amino acids (Difco) 0.67%、D-glucose (Wako) 





L-Arginine 0.002%、L-Isoleusine 0.03%、L-Valine 0.15%、L-Adenine 0.04%、











大腸菌は LB 培地+amp で培養した。 
 LB BROTH LENNOX (Difco) 2%、NaCl 0.5%、NaOH 0.001N を滅菌精製水
に溶解後、高圧蒸気滅菌(121℃、20 分)した。滅菌後、50℃程度まで冷却し、ろ




4-1 遺伝子破壊用、またはエピトープタグ導入用の DNA 断片の調整 
 遺伝子破壊用、またはエピトープタグ導入用の plasmid を鋳型として用いて






Template : pAG32-hphMX4 
Fw : 5´- (gene specific sequence) CGTACGCTGCAGGTCGAC-3´ 
Rv : 5´- (gene specific sequence) ATCGATGAATTCGAGCTCG-3´ 
 
Template : SHB1805 
Fw : 5´- (gene specific sequence) GTTGTAAAACGACGGCCAGT-3´ 





Template : pFa6a-13Myc-KanMX6 
Fw : 5´- (gene specific sequence) CGGATCCCCGGGTTAATTAA-3´ 
Rv : 5´- (gene specific sequence) GAATTCGAGCTCGTTTAAAC-3´ 
Template : pFa6a-kanMX6-PGAL1-3HA 
Fw : 5´- (gene specific sequence) GAATTCGAGCTCGTTTAAAC-3´ 




 酵母を 40mL の YPAD 培地で対数増殖期(0.8~1.2×107)になるまで 25℃で培
養した後、集菌した。その後、100mM LiAc (Wako) で 1×109 cells/mL になる
ように懸濁し、30℃で 10 分間浸透した。その懸濁液 50ul に、調整した遺伝子
破壊用 DNA 5ul と熱変性サケ精子 DNA(Wako) 5ul を加えて、30℃で 10 分間
浸透した。これに 1mL の 40% PEG/LiAc (50% polyethylene glycol 4000 
(Wako) : 1M liacetate : 滅菌精製水=8:1:1)を加えて、30℃で、30 分間浸透した
後、最終濃度 10%となるように DMSO(SIGMA)を加え 42℃で 20 分間熱ショッ
クを加えた。室温で 10 分間静置後に集菌し、2ml の YPAD 培地で 3~5 時間培
養したのち、その pellet を 100 ul の精製滅菌水に懸濁し、栄養選択培地もしく




酵母細胞を YPAD で対数増殖期(0.8~1.2×107)まで 30℃で培養して集菌した。
その pellet を 1mL の 500 uL の 0.1M LiAc で洗浄後、20ul の 1M LiAc で懸濁
し、この懸濁液 20ul にプラスミド 2uL、熱変性サケ精子 DNA(Wako) 2uL と
50% PEG 100ul (50% polyethylene glycol 4000 (Wako) 100ul を加えて、25℃





に塗布し、25℃で 3 日間培養した。 
 
4-4 酵母細胞からのゲノム DNA の抽出と PCR による確認 
 選択培地で増殖したコロニーを、Gen とるくん TM 酵母・グラム陰性菌用




5-1 姉妹染色体間の組換え頻度(Sister Chromatid Recombination : SCR)の測定 
 SCR の測定には、Hartwell 博士~頂いた SCR 測定用の一倍体株を用いた
(Kadyk and Hartwell 1992)。各株(12 クローンづずつ)を YPAD 培養液 2ml 中
で 30℃、終夜浸透培養し、定常状態に達した細胞に土江 1 プレートあたり 2.5
×102 細胞を YPAD プレート培地に、1×106 細胞を SC-His プレート培地に塗




 集菌した細胞に 0.1N NaOH 100ul を加え、室温で 10 分間静置して、細胞壁
を融解した。遠心して pellet にし、Sample Buffer(0.25M Tris-HCl(pH6.8), 
50%Glycerol, 10%SDS, 0.5M DTT, 0.0625% Bromo-Phenol-Blue)を加えて 5 分











Wet 式ブロット装置を用いて 30V(定電圧)で 6 時間以上かけて、Hybond P 
membrane(BioRad) 上 に 転 写 し た 。 転 写 後 の 膜 を 、 0.1% Skim 
milk(Wako)-0.05% Tween PBS に浸して、室温で 1 時間浸透した。0.05% Tween 
PBS でよく洗浄した後、一次抗体に浸して室温で 1 時間浸透した。0.05% 
Tween-PBS でよく洗浄した後、HRP 標識二次抗体に浸して、室温で 1 時間浸
透した。0.05% Tween PBS でよく洗浄した後、PBS でよく洗浄した。発色には、
ECLTM kit を用いて、マニュアルに従い、Medical Film (Konica)で検出した。 
 
なお、一次抗体には、増本先生より分与して頂いた H3-K56Ac(Masumoto H., 
2005)、木村先生より分与して頂いた H3-K4me3, H3-K36me2, K36me3 
(Kimura H., 2008)、H3(Abcam)、Myc(Santa Cruz Biotecnology)を使用した。 




 各株を YPAD 培養液 10mL 中に、25℃終夜浸透培養した後、YPAD 培養液
30mL に培養液濃度を 1×108cells/mL となるように調節した。25℃で 2 時間浸
透培養した後に、最終濃度 1%となるように 37%ホルムアルデヒドを添加し、15
分間室温でクロスリンクした。その後、最終濃度 125mM となるようにグリシ




buffer(20mM Tris-HCl (pH7.6), 150mM NaCl)で 2 回洗浄後、液体窒素で凍結
保存した。 
 凍結保存したサンプルに対して、 140uL の Lysis buffer 140 (0.1% 
Na-deoxycholate, 1mM EDTA, 50mM HEPES-KOH(pH7.5)), 140mM NaCl, 
1%(v/v) Triton X-100)と 10ul の 50×complete(proteinase inhibitor)を添加し
た後、グラスビーズで 4℃にて約 3 時間 vortex し、細胞を粉砕した(粉砕は顕微
鏡にて確認)。350ul の Lysis 140 と 10uL の 50×complete を添加した後、チュ
ーブの底に注射針を用いて穴を開け、遠心で細胞抽出液を回収した。その懸濁
液を 1.5mL のチューブに移し、超音波により DNA を断片化した。14,000rpm, 
4℃で 20 分間遠心した後、上清 400uL を免疫沈降に用い、20uL を input に、
20uLをDNAの断片化の確認用に用いた。inputの20uLに、80uLのLysis buffer 
140 と TE/1% SDS 溶液を添加し、合計 500ul とした(input)。 
 5ul の 0.2 mg/mL 抗 Myc モノクローナル抗体 (9E10)(Santa Cruz 
Biotechnology, Inc.)と Dynabeads protein G (invitrogen)を 4℃で 3 時間反応さ
せた後、上記で調整した DNA 断片化した細胞抽出液の上清 400ul を添加し、4℃
で 4 時間反応させた。その後、Lysis buffer 140 で 2 回、Lysis buffer 500(0.1% 
Na-deoxycholate, 1mM EDTA, 50mM HEPES-KOH(pH7.5)), 500mM NaCl, 
1(v/v) Triton X-100)で 1 回、LiCl/detergent buffer (0.5% Na-deoxycholate, 
1mM EDTA, 250mM LiCl, 0.5%(v/v) Nonited P-40, 10mM Tris-HCl(pH8.0))
で 2 回、TE buffer で 1 回、beads を洗浄した。100ul の Elution buffer(10mM 
EDTA, 1% SDS, 50mM Tris-HCl(pH8.0))を添加し、65℃で 15 分間インキュベ
ートし、その溶出液を回収した。さらに 150uLのTE/0.67% SDS 溶液を添加し、
65℃で 5 分間インキュベートし、その溶出液を回収し、合計 250uL とした。(IP) 




ProteinaseK 処理を行った。フェノール:クロロホルム抽出を 2 回行った後、エ
タノール沈澱により、DNA を pellet にしたものに対し、50uL の精製滅菌水を
添加し、溶解した。この DNA を鋳型として PCR を行い解析した。解析には、



































5-6 組換えタンパク質の精製  
 作製した発現用プラスミドを BL21-codonPlus(DE3) -RIL に形質転換し、
LB{ + ampicillin (75 ug/mL), + chloramphenicol (50 ug/mL) } 液体培地 6 mL
に殖菌し、37℃で一晩振盪培養した。これを全量 50 mL になるように希釈し、
37℃で 1 時間振盪し、さらに全量 500 mL になるように希釈したあと、再び 37℃
で振盪した。OD600 が 0.5~1.0 の間で終濃度 0.1 mM の IPTG を添加し 37℃で 3
時間振盪した。この菌液を 5,000 xg, 5 min, 4℃で遠心し、大腸菌を回収した。
大腸菌 pellet に 20 mL の Lysis buffer を加え透明になるまで超音波破砕した。
12,000g, 10min, 4℃で遠心し、上清に 1.5 mL (bed volume) の Glutathione 
sepharose 4B (Amersham Bioscience) を加えて 4℃で 60 分間ゆっくりと回転
させた。60 分後、溶液をカラムに移し resin を充填した。resin を 40 mL の Wash 
buffer で洗浄し、5 mL の Elution buffer を用いて 15 の fraction に分けて溶出
した。 
 
Lysis buffer  
50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 300 mM KCl, 5 mM DTT, 0.25mM PMSF, 0.1% 
NP-40 
Wash buffer  
50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 300 mM KCl, 5 mM DTT, 0.25mM PMSF, 0.1% 
NP-40 
Elution buffer  
10 mM glutathione (reduced form), 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 300 mM KCl, 5 





5-7 Pull down assay 
精製した組換えタンパク質を 800 uL の binding buffer (20 mM Tris-HCl (pH 
8.0), 300 mM KCl, 10% glycerol, 5 mM DTT, 0.25 mM PMSF, 0.1% Nonidet 
P-40, (resin に Ni-NTA を用いた時のみ、さらに 30 mM imidazol)) 中で混合さ
せ、20 uL (bed volume)の resin を加え 4℃で 60 分間ゆっくりと回転させた。
60 分後、遠心して上清を除き、800 uL の binding buffer で 5 回洗浄した。上
清を除き、20 uL の 2 x sample buffer を加え、サンプルとした。その後、
SDS-PAGE を行い、western blotting 法により各タンパク質を検出した。 
 
5-8 Histone Chaperone Assay 
ヒストンシャペロン活性は (22)の論文を参考にして行った。Histone 
chaperone activity was measured as described previously (22). 
GST-Asf1/Cia1 (野生型もしくは変異型) 、 GST タンパク質 (2.5 or 10.0 pmol) 
と精製 Xenopus laevis core histones (21) (2.5 pmol) を histone chaperone 
buffer (25μL) [10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 100 mM NaCl, and 0.5 mM DTT] 中
で、37°C にて 30 分間インキュペートし、それぞれのタンパク質とヒストンの
複合体を形成させた。 環状 DNA (100 ng)と DNA topoisomerase I (2.5 U, 
Promega) を、 Topo I buffer (25 μL) [10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 100 mM NaCl, 
0.5 mM DTT, 3.5 mM MgCl2, and 100 μg/mL BSA] 中で、 37°C にて 10 分間
インキュベートし、DNA 中のねじれを解消した。これと、ヒストン/ヒストンシ
ャペロンの複合体と混ぜ、37℃にて 60 分間インキュベートした。この後、50 μL 
の stop buffer [20 mM EDTA,1% SDS, and 200 μg/mL proteinase K]を加え反
応を停止させ、37℃にて 30 分間インキュベートした。こうして得られた環状
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